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不同培养条件对南烛离体叶片不定芽再生的影响
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摘要: 以南烛(Vaccinium bracteatum Thunb.)组培苗离体叶片为实验材料,研究了不同培养条件对其不定芽再生状

况的影响并筛选出最适培养条件。 结果表明:基本培养基类型、生长调节剂种类及质量浓度、琼脂和蔗糖质量浓

度、外植体类型、外植体接种方式和暗培养时间均对南烛离体叶片不定芽的出芽时间和再生率、外植体干枯率以及

不定芽的生长状况有明显影响。 南烛离体叶片不定芽再生的最佳培养条件为:以中脉横切 2 次的叶片为外植体,
以近轴面面向培养基的方式接种;以 1 / 2MS-1 / 2WPM 为 基本培养基 ,添加 7. 5 g·L-1琼脂、25. 0 g·L-1蔗糖、
0. 5 mg·L-1 TDZ、5. 0 mg·L-1 2ip 或 4. 0 mg·L-1 ZT,暗培养 21 d 后转至光照度 2 000 lx、光照时间 16 h·d-1的条

件下培养。
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Abstract: Taking leaf in vitro of tissue culture seedling of Vaccinium bracteatum Thunb. as experimental
materials, effects of different culture conditions on regeneration status of adventitious bud were studied,
and the optimal culture condition was screened. The results show that basic medium type, type and mass
concentration of growth regulator, mass concentrations of agar and sucrose, explant type, inoculating
mode of explant and dark culture time have obvious effects on sprouting time and regeneration rate of
adventitious bud, withering rate of explant and growth status of adventitious bud of leaf in vitro of V.
bracteatum. The optimal culture condition for adventitious bud regeneration of leaf in vitro of V.
bracteatum is as follow: taking leaf with midrib cut transversely for two times as explant, inoculating with
its adaxial side facing on medium, taking 1 / 2MS鄄1 / 2WPM as basic medium and adding 7. 5 g·L-1 agar,
25. 0 g·L-1 sucrose, 0. 5 mg·L-1 TDZ, and 5. 0 mg·L-1 2ip or 4. 0 mg·L-1 ZT, dark culture for
21 d and then transferring to culture in the condition of illumination intensity 2 000 lx and illumination
time 16 h·d-1 .

Key words: Vaccinium bracteatum Thunb.; leaf in vitro; adventitious bud; regeneration rate; withering
rate; culture condition

摇 摇 南烛(Vaccinium bracteatum Thunb.)又名乌饭树,
是杜鹃花科(Ericaceae)越桔属( Vaccinium Linn.) 植

物。 南烛的枝叶和果实营养丰富并且具有一定的药

用功效[1]1,[2],因而,该种类是中国民间应用最多、应
用历史悠久的越桔属野生植物[3]。 南烛在野生状态

下呈零星分布状态且个体数量较少,加之人为干扰,
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其野生分布数量日趋减少。 南烛种子繁殖成苗慢,尽
管也可产生极少数实生苗,但不足以维持其种群规

模[1]4。 扦插繁殖是南烛常用的繁殖方法[1]12-25,但受

母本数量的限制并且增殖数量少;而利用植物组织培

养进行快速繁殖则不受母本数量的制约,可以在短时

间内得到大量的组培苗。 目前,对南烛叶片和果实的

营养成分、化学成分、生态环境、药用价值及扦插生根

繁殖的相关研究较多[4-11],而有关南烛组培快繁技术

的研究报道尚不多见[12],南烛组培繁殖技术体系也

需进一步完善。
作者以南烛组培苗的离体叶片为试材,借鉴一些

果树[13-17] 和蓝浆果(Vaccinium spp.) [18-23] 的快繁系

统,研究不同培养条件对南烛离体叶片不定芽再生的

影响,以期建立高效、稳定的南烛离体叶片再生体系,
为该种的快速繁殖及种质资源保护和利用提供实验

依据。

1摇 材料和方法

1. 1摇 材料

供试南烛组培苗保存于江苏省·中国科学院植

物研究所蓝浆果组培室,以培养 45 d、叶片生长最旺

盛且再生能力强的组培苗叶片为外植体。
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 基本培养条件摇 用解剖刀在叶片中脉处横切

2 刀,以近轴面面向培养基的方式接种;基本培养基为

1 / 2MS-1 / 2WPM,培养基中包含质量浓度 4 mg·L-1

CPPU、质量浓度 25. 0 g·L-1 蔗糖 以 及 质 量 浓 度

7. 5 g·L-1琼脂,pH 5. 3;于温度(23依2) 益条件下暗

培养 2 d 后转到温度(23依2) 益、光照度 2 000 lx、光
照时间 16 h·d-1的条件下培养。
1. 2. 2 摇 不同培养条件设置及不定芽再生状况观察

以上述基本培养条件为基础,分别改变其中的基本培

养基类型、琼脂质量浓度、蔗糖质量浓度、生长调节剂

种类及质量浓度、外植体类型、外植体接种方式和暗

培养时间,对影响南烛离体叶片不定芽再生的培养因

子进行研究。 基本培养基类型分别设置为 MS、WPM
和 1 / 2MS-1 / 2WPM 培养基;琼脂质量浓度分别设置

为 5. 5、6. 5 和 7. 5 g·L-1;蔗糖质量浓度分别设置为

5. 0、15. 0、25. 0 和 35. 0 g·L-1;植物生长调节剂类型

及质量浓度分别设置为 2. 0、4. 0 和 6. 0 mg·L-1

CPPU, 0. 5、 1. 0 和 1. 5 mg·L-1 TDZ, 2. 0、 4. 0 和

6. 0 mg·L-1 ZT,5. 0、10. 0 和 15. 0 mg·L-1 2ip,0. 5
mg·L-1 TDZ-4. 0 mg·L-1 CPPU, 0. 5 mg·L-1 TDZ-
4. 0 mg·L-1 ZT, 0. 5 mg·L-1 TDZ-5. 0 mg·L-1 2ip,
共 15 个处理;外植体类型分别设置为全叶、中脉横切

2 刀(不切断)的叶片、叶尖和叶基部;外植体接种方

式分别设置为叶片远轴面面向培养基和叶片近轴面

面向培养基;暗培养时间分别设置为 0、7、14、21 和

28 d。
每处理接种 144 个外植体,各 3 次重复。 每天观

察和统计不定芽的出芽时间,并观察不定芽的生长状

况;60 d 后,按公式“不定芽再生率 = (再生不定芽的

外植体数 /接种的外植体数) 伊100% 冶计算不定芽再

生率;外植体 1 / 2 以上面积干枯死亡且不出芽视为干

枯,按公式“外植体干枯率 = (干枯的外植体数 /接种

的外植体数)伊100% 冶计算外植体干枯率。
1. 3摇 数据处理

采用 EXCEL 2003 软件对实验数据进行计算,采
用 SPSS 16. 0 统计分析软件进行方差分析。

2摇 结果和分析

2. 1摇 培养基对南烛离体叶片不定芽再生的影响

培养基类型及培养基中琼脂和蔗糖的质量浓度

对南烛离体叶片不定芽再生的影响见表 1。 结果表

明:不同基本培养基类型、培养基中琼脂和蔗糖的不

同质量浓度均对不定芽的出芽时间、不定芽再生率和

外植体干枯率以及不定芽的生长状况有明显影响。
采用不同类型的基本培养基,南烛离体叶片不定

芽出芽时间均为 40 d,但不同类型基本培养基间不定

芽再生率和外植体干枯率均有显著差异。其中,在
1 / 2MS-1 / 2WPM 基本培养基上,不定芽再生率最高、
外植体干枯率居中,不定芽数量多且芽大,并呈深绿

色;在 WPM 基本培养基上,不定芽再生率居中、外植

体干枯率最低,不定芽数量少且芽小,并呈黄绿色;在
MS 基本培养基上,不定芽再生率最低、外植体干枯率

最高,不定芽数量少且芽小,呈现深绿色。
培养基中琼脂质量浓度在 5. 5 ~ 7. 5 g·L-1范围

内,随质量浓度提高,南烛离体叶片不定芽出芽时间

推迟,不定芽再生率显著下降,外植体干枯率呈上升

趋势但无显著差异。 琼脂质量浓度为 5. 5 g·L-1,外
植体上愈伤组织多、不定芽数量多且呈深绿色,但不

定芽小且轻微玻璃化;琼脂质量浓度为 6. 5 g·L-1,外
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植体上愈伤组织少、不定芽数量少且呈深绿色;琼脂

质量浓度为 7. 5 g·L-1,外植体上愈伤组织和不定芽

数量均中等且呈深绿色,不定芽大且生长相对健壮。
培养基中蔗糖质量浓度在 5. 0 ~ 35. 0 g·L-1范围

内, 南烛离体叶片不定芽出芽时间均为 40 d,但不定

表 1摇 基本培养基类型以及培养基中琼脂和蔗糖质量浓度对南烛离体
叶片不定芽再生的影响1)

Table 1 摇 Effects of basic medium type, and mass concentrations of
agar and sucrose in medium on adventitious bud regeneration of leaf in
vitro of Vaccinium bracteatum Thunb. 1)

处理 Treatment St / d Ra / % Rw / %

基本培养基类型 Basic medium type
摇 MS 40 1. 4c 82. 6a
摇 WPM 40 15. 9b 2. 3c
摇 1 / 2MS-1 / 2WPM 40 23. 6a 27. 8b

琼脂质量浓度 Mass concentration of agar
摇 5. 5 g·L-1 35 69. 2a 6. 4a
摇 6. 5 g·L-1 38 45. 2b 11. 9a
摇 7. 5 g·L-1 40 42. 2c 16. 6a

蔗糖质量浓度 Mass concentration of sucrose
摇 5. 0 g·L-1 40 26. 9b 2. 6b
摇 15. 0 g·L-1 40 37. 2b 3. 8b
摇 25. 0 g·L-1 40 52. 0a 4. 2b
摇 35. 0 g·L-1 40 57. 8a 15. 6a

摇 1)同列中不同的小写字母表示同一类处理的不同处理组间差异显著
(P< 0. 05 ) Different small letters in the same column indicate the
significant difference among different treatment groups of the same type
of treatment (P < 0. 05 ) . St: 不定芽出芽时间 Sprouting time of
adventitious bud; Ra: 不定芽再生率 Regeneration rate of adventitious
bud; Rw: 外植体干枯率 Withering rate of explant.

芽再生率和外植体干枯率随蔗糖质量浓度提高均逐

渐增大。 蔗糖质量浓度为 5. 0 g·L-1,外植体上愈伤

组织少且呈黄白色,不定芽小且数量少;蔗糖质量浓

度为 15. 0 g·L-1,外植体上愈伤组织量中等且呈黄绿

色,不定芽小且数量少;蔗糖质量浓度为 25. 0 g·L-1,
外植体上愈伤组织量中等且呈深绿色,不定芽大且数

量中等;蔗糖质量浓度达 35. 0 g·L-1,外植体上愈伤

组织多且呈深绿色,不定芽大且数量多,但部分不定

芽轻微玻璃化。
2. 2摇 植物生长调节剂对南烛离体叶片不定芽再生的

影响

培养基中添加不同种类及质量浓度的植物生长

调节剂对南烛离体叶片不定芽再生的影响见表 2。
由表 2 可见:在添加不同质量浓度 ZT 的培养基

上均没有诱导出愈伤组织和不定芽,在添加不同质量

浓度 2ip 的培养基上仅诱导出愈伤组织但无不定芽产

生。 在添加质量浓度 2. 0 ~ 6. 0 mg·L-1 CPPU 的培养

基上,不定芽的出芽时间均为 40 d,不定芽数量较少

但芽较大、节间不伸长;随 CPPU 质量浓度的提高,不
定芽再生率显著降低、外植体干枯率显著增大。 在添

加质量浓度 0. 5 ~ 1. 5 mg·L-1 TDZ 的培养基上,不定

芽出芽时间均为 40 d,不定芽数量多但芽小、节间不

伸长;随 TDZ 质量浓度的提高,不定芽再生率显著降

低、外植体干枯率明显增大。

表 2摇 培养基中的植物生长调节剂对南烛离体叶片不定芽再生的影响1)

Table 2摇 Effect of plant growth regulator in medium on adventitious bud regeneration of leaf in vitro of Vaccinium bracteatum Thunb. 1)

处理
Treatment

不定芽出芽时间 / d2)

Sprouting time of adventitious bud2)
不定芽再生率 / %

Regeneration rate of adventitious bud
外植体干枯率 / %

Withering rate of explant

2. 0 mg·L-1 CPPU 40 25. 0c 30. 0e
4. 0 mg·L-1 CPPU 40 23. 6c 20. 8e
6. 0 mg·L-1 CPPU 40 0. 0d 62. 5b
0. 5 mg·L-1 TDZ 40 31. 9b 52. 3d
1. 0 mg·L-1 TDZ 40 25. 7c 60. 8bc
1. 5 mg·L-1 TDZ 40 22. 2c 59. 8c
2. 0 mg·L-1 ZT - 0. 0d 100. 0a
4. 0 mg·L-1 ZT - 0. 0d 100. 0a
6. 0 mg·L-1 ZT - 0. 0d 100. 0a
5. 0 mg·L-1 2ip - 0. 0d 100. 0a
10. 0 mg·L-1 2ip - 0. 0d 100. 0a
15. 0 mg·L-1 2ip - 0. 0d 100. 0a
0. 5 mg·L-1 TDZ-4. 0 mg·L-1 CPPU 51 4. 4d 0. 1g
0. 5 mg·L-1 TDZ-4. 0 mg·L-1 ZT 32 58. 3a 14. 6f
0. 5 mg·L-1 TDZ-5. 0 mg·L-1 2ip 28 59. 5a 13. 1f

摇 1)同列中不同的小写字母表示不同处理组间差异显著(P<0. 05) Different small letters in the same column indicate the significant difference among
different treatment groups (P<0. 05) .

摇 2) -: 未萌芽 No sprouting.
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摇 摇 在添加质量浓度 0. 5 mg·L-1 TDZ 和质量浓度

5. 0 mg·L-1 2ip 或质量浓度 0. 5 mg·L-1 TDZ 和质量

浓度 4. 0 mg·L-1 ZT 的培养基上,不定芽的出芽时间

分别为 28 和 32 d,且在这 2 种培养基上不定芽数量

多,不定芽大且节间伸长,外植体干枯率也较低;不定

芽再生率则显著高于其他处理,分别达到 59. 5% 和

58. 3% 。 而在添加质量浓度 0. 5 mg·L-1 TDZ 和质量

浓度 4. 0 mg·L-1 CPPU 的培养基上不定芽出芽时间

最长(51 d),且不定芽数量少,不定芽大且节间不伸

长;不定芽再生率处于最低水平,仅为 4. 4% ;但外植

体干枯率最低,仅为 0. 1% 。
2. 3摇 外植体类型及外植体接种方式对南烛离体叶片

不定芽再生的影响

外植体类型及外植体接种方式对南烛离体叶片

不定芽再生的影响见表 3。
由表 3 可见:以叶尖为外植体时,不定芽的出芽

时间为 46 d;其他外植体的出芽时间均为 40 d。 以全

叶为外植体,不定芽再生率居中、外植体干枯率最低,
愈伤组织和不定芽数量少且呈黄绿色,大部分不定芽

和愈伤组织从叶柄处长出。 以叶尖和叶基部为外植

体,不定芽再生率较低、外植体干枯率较高,不定芽数

量较少且呈深绿色。 以中脉处横切 2 次的叶片为外

植体,不定芽再生率最高、外植体干枯率居中,愈伤组

织和不定芽数量均较多且呈深绿色,叶柄和切口处均

可长出不定芽和愈伤组织。

表 3摇 外植体的类型和接种方式对南烛离体叶片不定芽再生的影响1)

Table 3 摇 Effects of type and inoculating mode of explant on
adventitious bud regeneration of leaf in vitro of Vaccinium bracteatum
Thunb. 1)

处理2) Treatment2) St / d Ra / % Rw / %

外植体类型 Explant type
摇 E1 40 15. 2b 15. 9b
摇 E2 40 23. 6a 20. 8b
摇 E3 46 5. 3c 56. 8a
摇 E4 40 12. 3b 63. 2a

外植体接种方式 Explant inoculating mode
摇 M1 53 0. 8b 5. 0a
摇 M2 40 18. 2a 2. 3b

摇 1)同列中不同的小写字母表示同一类处理的不同处理组间差异显著
(P< 0. 05 ) Different small letters in the same column indicate the
significant difference among different treatment groups of the same type
of treatment (P < 0. 05 ) . St: 不定芽出芽时间 Sprouting time of
adventitious bud; Ra: 不定芽再生率 Regeneration rate of adventitious
bud; Rw: 外植体干枯率 Withering rate of explant.

摇 2)E1: 全叶 Whole leaf; E2: 中脉横切 2 次的叶片 Leaf with midrib cut
transversely for two times; E3: 叶尖 Leaf tip; E4: 叶基部 Leaf base;
M1: 叶片远轴面面向培养基 Leaf abaxial side facing on medium;
M2: 叶片近轴面面向培养基 Leaf adaxial side facing on medium.

摇 摇 由表 3 还可见:以叶片近轴面面向培养基的方式

接种,出芽时间早(40 d),外植体干枯率低,愈伤组织

数量虽较少但不定芽再生率高,不定芽数量少且呈黄

绿色。 以叶片远轴面面向培养基的方式接种,叶片卷

曲且出芽时间推迟(53 d),外植体干枯率高,愈伤组

织数量虽较多但不定芽再生率低,不定芽呈黄绿色。
2. 4摇 暗培养时间对南烛离体叶片不定芽再生的影响

暗培养时间对南烛离体叶片不定芽再生的影响

见表 4。 结果表明:暗培养 0 ~ 28 d,不定芽出芽时间

均为 40 d。 随暗培养时间延长,不定芽再生率呈先升

后降的趋势,外植体干枯率呈逐渐下降的趋势。 暗培

养 0 和 7 d,不定芽数量少且呈深绿色;暗培养 14 和

21 d,不定芽大且数量多,呈深绿色;暗培养 28 d,不
定芽数量略减少并呈深绿色。

表 4摇 暗培养时间对南烛离体叶片不定芽再生的影响1)

Table 4摇 Effect of dark culture time on adventitious bud regeneration
of leaf in vitro of Vaccinium bracteatum Thunb. 1)

暗培养时间 / d
Dark culture time St / d Ra / % Rw / %

0 40 16. 7b 65. 0a
7 40 21. 0b 60. 5a

14 40 41. 3a 35. 7b
21 40 46. 8a 30. 2b
28 40 40. 8a 21. 7b

摇 1)同列中不同的小写字母表示不同处理组间差异显著(P<0. 05)
Different small letters in the same column indicate the significant
difference among different treatment groups (P<0. 05) . St: 不定芽出
芽时间 Sprouting time of adventitious bud; Ra: 不定芽再生率
Regeneration rate of adventitious bud; Rw: 外植体干枯率 Withering
rate of explant.

3摇 讨论和结论

上述研究结果表明:南烛离体叶片不定芽诱导的

最适培养基为 1 / 2MS-1 / 2WPM 培养基,在此培养基

上不定芽再生率最高、不定芽质量最好;MS 培养基的

无机盐浓度高、渗透压较大,使外植体干枯率增加、不
定芽再生率降低;而采用 WPM 培养基,由于无机盐浓

度低,使外植体不能获得足够的矿质营养,导致不定

芽再生率降低。 在琼脂质量浓度为 7. 5 g·L-1的培养

基上,南烛离体叶片不定芽的综合质量最好;琼脂浓

度过低使不定芽有轻微的玻璃化现象;琼脂浓度过高

则使培养基含水量降低,导致外植体干枯率增大,这
一结果与胡淑英等[24] 的研究结果一致。 培养基中蔗

糖质量浓度低则碳源和能量不足,导致南烛离体叶片
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不定芽小且数量少;蔗糖质量浓度高则渗透压大,导
致外植体干枯率较高、不定芽呈玻璃化;蔗糖质量浓

度为 25. 0 g·L-1时不定芽质量最好且数量也较多。
低浓度 TDZ 和 CPPU 可促使蓝浆果离体器官产

生大量不定芽[25]。 本研究中,TDZ 和 CPPU 均能诱导

南烛离体叶片产生不定芽,其中,添加 TDZ 有利于不

定芽数量增殖,而添加 CPPU 对不定芽的生长有利,
但培养基中添加质量浓度 0. 5 mg·L-1 TDZ 和质量浓

度 4. 0 mg·L-1 CPPU 则导致不定芽再生率降低;而在

培养基中添加质量浓度 0. 5 mg·L-1 TDZ 和质量浓度

5. 0 mg·L-1 2ip 或质量浓度 0. 5 mg·L-1 TDZ 和质量

浓度 4. 0 mg·L-1 ZT,可以提高不定芽的再生率及质

量,且不定芽节间伸长,易于转接。
以中脉横切 2 次的南烛离体叶片为外植体,对不

定芽再生有利,这与叶片适度机械损伤有利于愈伤组

织和不定芽诱导有关。 采用远轴面面向培养基的方

式接种,不定芽再生率低,可能与离体叶片产生的愈

伤组织过多导致叶片卷曲、外植体干枯率增大有关;
而采用叶片近轴面面向培养基的方式接种,产生的愈

伤组织数量适中且叶片微卷、外植体干枯率降低而不

定芽再生率增大。 此外,暗培养时间对南烛离体叶片

不定芽再生也有一定的影响,暗培养时间过短则外植

体干枯率较高,暗培养时间过长则愈伤组织生长旺

盛,不利于不定芽的诱导。
综合上述实验结果,筛选出的南烛离体叶片不定

芽再生的最适培养条件为:以中脉横切 2 次的叶片为

外植体,以近轴面面向培养基的方式接种,以 1 / 2MS-
1 / 2WPM 为基本培养基,添加质量浓度 25. 0 g·L-1蔗

糖、7. 5 g·L-1 琼脂、0. 5 mg·L-1 TDZ、5. 0 mg·L-1

2ip 或 4. 0 mg·L-1 ZT,暗 培 养 21 d 后 转至光照 度

2 000 lx、光照时间 16 h·d-1的条件下培养。
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